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@ Mikrobiologisch hergestelites Polypeptid mit der Aminoséuresequenz des menschlichen Interferons, DNA und Plasmide,
die fiir diese Sequenz codieren, Mikroorganismen, die diese genetischen Informationen enthalten, und Verfahren zu

deren Herstellung.

@ Ein Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, das die
Aminosauresequenz des menschiichen Interferons enthalt,
bei dem man die genetischen Informationen fir die Biosyn-
these des gennanten Polypeptids mittels Fibroblasten-m-
RNA gewinnt, aus dieser die cDNA herstellt, diese in einen
Plasmid einfithrt, mit dem erhaltenen Hybridplasmid
Mikroorganismen transformiert und durch Selektion und Kul-
tivierung die das Polypeptid produzierenden Mikroorganis-
men gewinnt.
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Mikrobiologisch hergestelltes Polypeptid mit der Aminosiure-
sequenz des menschlichen Interferons, DNA und Plasmide, die
fiir diese Sequenz codieren, Mikroorganismen, die diese gene-
tischen Informationen enthalten, und Verfahren zu deren
Herstellung

Seit mehr als 20 Jahren ist bekannt, dad Interferon die
Virusproduktion verhindert. Untersuchungen der letzten
Jahre haben ferner ergeben, daR Interferon auch die Zell-
teilung inhibiert und viele Reaktionen des Immunsystems
reguliert. Alle diese Ergebnisse unterstreichen die
groBe medizinische Bedeutung des Interferons.

Die Mengen an Interferon, die bisher fiir wissenschaft-
liche und therzpeutische Untersuchungen eingesetzt
werden konnten, wurden aus Fibroblasten- und Lymphocy-
ten-Kulturen gewonnen. Es gelang aber mit beiden Verfah-
ren nicht, groflere oder auch nur fiir einzelne Fragestel-
Jungen ausreichende Mengen an Interferon herzustellen.
Dies ist zugleich der Grund dafiir, daB der Erkenntnis-
stand auf dem Interferon-Gebiet nur sehr langsam voran-
schreitet und daR nur sehr wenige der dringend gewlinsch-
ten Untersuchungen auf’ dem Krebsgebiet durchgefiihrt wer-

‘den- konnten<-Es ist -somit -ohabdinghar,” nene Wege in dér

Produktion von Interferon zu beschreiten.

Einen solchen Weg zeigt’die vorliegende Erfindung auf.
Sie betrifft die Isolierung von Nukleotidsequenzen, die

'den genetischen Code fiir Interferon enthalten, die Syn-

these von DNA mit diesen spezifischen Nukleotidsequenzen
und den Transfer dieser DNA in einen Mikroorganismus als

Wirt, in dem die Replikation und Expression dieser DNA
erfolgt.

Die vorliegende Erfindung betrifft im besonderen die



10

15

20

25

30

35

0034306

-2 -

Darstellung von Genen fir Fibroblasten-Interferon, den
Transfer dieser Gene in einen mikrobiellen Wirt, Repli-
kation von Wirt und Gen und Expression des Gens durch
den Wirt. Dabei entsteht Interferon-Protein mit den fiir
dieses Protein charakteristischen biologischen und immu-
nologischen Eigenschaften

Zur Erreichung des erfindungsgeméﬁen Zieles kann man in
folgender Weise verfahren, wobei der aufgezeichnete Weg
belsplelhaft fiir mehrere begangene steht

Menschliche Fibroblasten werden in Gegenwart eines Prote-
insyntheseinhibitors mit Hilfe von PolyinoSinséure/Poly-
cytidylsdure zur maximalen Produktion von Interferon-mRNA
angeregt. Die Zellen werden denaturiert und die RNA als
Niederschlag nach einer Cdsiumchloridzentrifugation ge-
wonnen. Nach weiterem Umf&llen wird aus dieser RNA die .
mRNA {iber eine Oligo-dT-Cellulosesiule abgetrennt. Die
gewonnene mMRNA wird mit Hilfe des Enzyms Reverse Trans-
criptase zu einem RNA-DNA-Doppelstrang komplettiert.

Nach Verdauung des RNA-Stranges wird der DNA-Strang (die
komplementire DNA = cDNA) mit Reverser Transkriptase
oder dem Enzym Polymerase I zum DNA-DNA- Doppelstrang
(dsDNA) komplettlert.

Diese doppelstringige DNA muB nun in ein Plasmid eingebaut
werden. Dazu ist die Verlingerung des 3'-Endes der DNA

z. B. mit dCMP-Resten notwendig. Das Plasmid (z.B.

pBR 322) wird mit der Restriktionsnuklease PstI aufge-
schnitten und z. B. mit dGMP-Resten verlingert. Bei Zu-
sammengabe der so verldngerten DNA mit dem entsprechend
verliangerten Plasmid erfolgt Basenpaarung zwischen DNA und
Plasmid. Dieses zirkularisierte Molekiil wird dann in Mikro-
organismen (vor allem Bakterien, vorzugsweise E. coli, wie
E. coli K 12 oder X 1776) transformiert; die noch nicht
geschlossenen Bindungen werden durch die Enzyme des Mikro-
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organismus kovalent geknilipft. Die transformierten Mikroor-
ganismen, werden auf Agarplatten ausplattiert und auf
Antibiotikaresistenzen, die durch das gewZhlte Plasmid und
die eingesetzte Restriktionsnuklease gegeben sind, selek-
tioniert.

Mit Hilfe immunologischer und biologischer Teste werden
die Klone, die interferonhaltige Proteine ékprimieren,
herausgesucht. Diese Klone werden geziichtet, die Mikro-
organismenmasse abzentrifugiert, extrahiert und auf
Interferongehalt getestet. Die durch AufschluB der Inter-
feron-produzierenden Klone gewdnnene Losung enthdlt
Interferon-Protein. o

Die erfindungsgeméaBen Verfahren kénnen in folgender Weise
durchgefiihrt werden:

1. Verfahren zur Isolierung von RNA

a) Die Gewinnung von interferonproduzierenden Fibro-
blastenzellen

Menschli'che, neonatale Vorhautfibroblasten®werden bei
37°C unter Verwendung geeigneter Kulturmedien (z. B.
Eagle's Medium MEM (minimum essential medium) plus
foetales Kdlberserum) in Rollflaschen (@ 10 cm,
Linge 40 cm) iiber mehrere Passagen vermehrt. Nach
Erreichen ausgewachsener Zellkulturen der 25. bis
35. Zellverdopplung wird das Vermehrungsmedium durch
das Interferoninduktionsmedium ersetzt. Dieses be-
steht aus Eagle's MEM, dem geeigneten Mengen des
‘Fibroblasten-Interferon-Induktors Poly-inosinsiu-

re : Polycytidylsdure (10 - 100 ,ug/ml; im aktuel-
len Fall 50 /ug/ml) und des Proteinsyntheseinhibi-
tors Cycloheximid (10 - 100 /ug/ml; im aktuellen
Fall 50 /ug/ml) zugesetzt werden. Nach Inkubation
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der Zellkulturen bei 37°C iiber 4 bis 6 Stunden (im
aktuellen Fall 5 Stunden) wird der Kulturiiberstand

abgegossen.

Gewinnung von RNA .

Die erhaltenen Zellen werden in "denaturierendem Me-
dium” (4 M Guanidiniumthiocyanat, 1 M Mercaptoitha-
nol, 0,15 M Natriumacetat - pH 5,5) aufgenommen und
1 Minute bei 0°C mit dem Ultra-Turrax homogeni-
siert. Das Homogenat wird 15 Minuten bei 4°c mit

20 000 Upm zentrifugiert.

Der Uberstand wird dann auf eine L&sung ("Kissen")
aus 5 ml 5,7 M CsCl, 10 mM Tris-hydroxiaminomethan
(Tris), 10 mM Athylendiamintetraessigsiure (EDTA)

vom pH 7,6 geschichtet und in einem Beckman-SW 27.
Rotor 36 Stunden bei 20°C und 22 000 UpM zentrifu-
giert. n

Es wurde gefunden, daB, im Gegensatz zu Angaben in
der Literatur, ein Zusatz von CsCl zu dem Lysat ver-
mieden werden muR, um eine mdglichst vollstdndige Ab-
trennung der mRNA im folgenden Reaktionsschritt zu
erreichen. Nach beendeter Zentrifugation werden die
Polyallomer-Rohrchen in fliissigem Stickstoff einge-
froren und der Boden des Rohrchens, auf dem sich der
RNA-Niederchlag befindet, abgeschnitten. Der Nieder-
schlag wird in einer L6sung aus 10 mM Tris, 10 mM
EDTA und 1 % "Sarkosyl" (N-Lauryl-Sarkosin-Na-Salz)
vom pH 7,6 aufgenommen und die Suspension bei 20 000
UpM 20 Minuten abzeﬂtrifugiert. Der erhaltene Nieder-
schlag wird nochmals in dem gleichen Puffer aufgenom-
men, 5 Minuten auf 65°C erwirmt und erneut zentrifu-
giert. Die vereinigten Uberstinde werden 0,3M an Na-

- triumacetat gemacht, mit dem 2,5-fachen Volumen an

Xthanol versetzt und bei -20°C aufbewahrt.
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2. Gewinnung von mRNA

Die RNA wird durch Abzentrifugation aus der &thanoli-
schen L&sung (20 000 UpM, 30 Minuten, -5°C) abgetrennt
und in 0,5M NaCl, 10 mM Tris pH 7,5 geldst. Diese L3sung
wird auf eine 0ligo-dT-Cellulose-S3ule (Hersteller:
Collaborative Research, Type 3), die mit dem gleichen
Puffer dquilibriert ist, aufgetragen und.mit 1 mM Tris
pH 7,6 oder destilliertem Wasser eluiert. Die Elution
der Poly-A-haltigen RNA (mRNA) kann durch Extinktions-
messung bei 260 nm verfolgt werden. Die so erhaltene

" mRNA wird mit Natriumacetat bis zu einer Endkonzentra-

tion von 0,3 M versetzt, das 2,5fache Volumen an Kthanol
zugegeben und die LOsung bei -20°C aufbewahrt.

.-Gewinnung der cDNA

a) Gewinnung von Einzelstrang-cDNA

Die Ubertragung der mRNA in die entsprechende DNA
(cDNA) erfolgt mit Hilfe des Enzyms Reverser Trans-
criptase. Der Inkubationsansatz enthdlt:
50 mM Tris, pH 8,3, 10 mM MgCl,, 30 mM 2-Mercapto-
athanol, 0,5¢mM an allen 4 {iblicherweise vorkommen-
den Desoxyribonukleosidtriphbsphaten (entsprechende
Triphosphate von Adenin, Guanin, Cytosin und Thymi-
- din), 100 /ug/ml 0ligo-dT,,_ 48 (Hersteller: Boeh-
ringer Mannheim) etwa 100 /ug/ml polyadenylierte RNA
und 800 Einheiten/ml Reverser Transcriptase (Herstel-
ler: Life Science Inc., St. Petersburg, USA). Zur

Verfolgung der Reaktion kann ein incX-Stellung mit
32
P

4

-markiertes Desoxyribonukleosidtriphosghat ‘ ,
(spez. Aktiv.: 50Ci/mMol) zum Ansatz gegeben werden.
Das Gemisch wird 60 Minuten bei 42°C inkubiert, wo-
rauf durch Zusatz von 20 mM EDTA die Reaktion abge-
stoppt wird. Die Ldsung wird mit einem gleichen Volu-
men mit Wasser gesdttigtem Phenol extrahiert, das



10

15

20

25

30

35

b)

0034306

-6 -

Phenol durch Ausschiitteln mit Ather entfernt und
Reste Ather mit Stickstoff abgedampft. Nicht einge-

- baute Desoxyribonukleosidtriphosphate werden durch

Siulenchromatographie an Sephadex G50 in 10 mM Tris,
pH 9,0, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA abgetrennt. Die elu-
ierte c¢DNA wird durch Zusatz von 0,3 M Natriumacetat
und dem 2,5-fachen Volumen Athanol ausgefillt.

Nach Zentrifugation wird der Niederschlag in 0,1M
NaOH aufgenommen und 20 Minuten bei 70°C inkubiert
oder in 0,3M NaOH iliber Nacht bei Raumtemperatur inku-
biert. Das Gemisch wird mit 1M HC1l und 1M Tris auf
pH 7,6 gebracht. '

Bildung von Doppelstrang-cDNA (ds DNA)

Zur Synthese des zweiten DNA-Stranges kann wiederum ,
das Enzym Reverse Transkriptase oder das Enzym Poiy-
merase I verwendet werden.

Bilduhg der dsDNA mit Reverser Transcriptase:

Der Inkubationsansatz (pH 8,3) enthilt 50 mM Tris,

10 mM MgClz, 30 mM 2-Mercaptodthanol, 0,5 mM der oben
genannten 4 Desoxyribonukleosidtriphosphate,

50 /ug/ml cDNA und 800 Einheiten/ml Reverser Trans-
criptase. Die Reaktion wird 120 Minuten bei 42°C
durchgefiihrt und durch Zusatz von EDTA bis zur End-

"konzentration von 20 mM abgestoppt. AnschlieBend er-
folgt die Phenol-Extraktion und Gelpermeationschroma-

tographie an Sephadex G50 wie vorher beschrieben.

Bildung der dsDNA mit Polymerase I:

Der Inkubationsansatz (pH 6,9) enthilt 200 ﬁM‘Hepes,
0,5 mM der obengenannten U4 Desoxyribonukleosidtri-

phosphate, 10 mM MgClZ, 30 mM 2-Mercaptoithanol und
70 mM KCl. Durch Zusatz von 32P-markierten Desoxyri-
bonukleotiden (an deng/-Positionen) zum Inkubations-
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ansatz kann die Reaktion verfolgt werden. Die Reak-
tion wird mit 800 Einheiten/ml Polymerase I gestartet
und 2 Stunden bei 15°C durchgefihrt. Durch Zusatz

von 0,1 % Natriumdodecylsulfat und 100/ug/ml RNA

wird die Reaktion abgestoppt. Die L&sung wird wie be-
schrieben extrahiert. Die nach der Extraktion erhal-
tene LOsung wird auf eine Sephadex G50 S3ule aufge-
tragen und die Chromatographie mit 10 mM Tris pH 9,0,
100 mM NaCl und 1 mM EDTA durchgefithrt. Die eluierte
DNA kann durch die Radioaktivitat bestimmt werden und
wird durch Zusatz von 0,3 M Natriumacetat und 2,5-fa-
chem Volumen Athanol gef#lit. Der Kthanol-Nieder-
schlag wird in einer L&sung (pH 4,5) aus 300 mM NaCl,
30 mM Natriumacetat und 3 mM ZnCl2 aufgenommen und
mit 1500 Einheiten/ml S1 Nuklease (Boehringer Mann-
heim) versetzt. Die Real'tion wird nach einer Stunde
bei 37°C durch Zusatz von EDTA bis zu einer Endkon-

zentration von 20 mM beendet. Anschliefend erfolgt

“Extraktion mit Phenol ‘und Fdllung mit Xthanol wie be-

schrieben.

Gewinnung von c¢DNA in einem "Eintopfverfghren"
Alternétiv zu den beschriebenen Reaktionen kann d{e
dsDNA aus der mRNA auch in einem "Eintopfverfahren"
gewonnen werden. Dabei wird die Reaktion der Reversen
Transcriptase wie beschrieben durchgefihrt, zum Inku-
bationsansatz wird allerdings noch 140 mM KCl hinzu-
gefiigt. Nach beendeter Reaktion wird die Probe 4 Mi-
nuten auf 100°C erhitzt und der gebildete Nieder-
schlag abzentrifugiert. Zu_dem Uberstand wird das
gleiche Volumen an 0,4 M Hepes Puffer (pH 6,9) gege-,
ben, wobei die oben genannten 4 Desoxyribonukleoti-
de in dem Puffer 0,5 mM vorhanden sind. Durch Zugabe
von 800 Einheiten/ml Polymerase I wird die Reaktion
wie beschrieben bei 15°¢ durchgefihrt und durch Zu-
satz von Natriumdodecylsulfat und RNA abgestoppﬁ. An-
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schlieBend wird wie unter 3.b) "Bildung der dsDNA
mit Polymerase I" weiter verfahren.

Verlingerung der 3'-Enden von cDNA mit dCTP (Desoxicy-
tosintriphosphat)

Zum Einbau in das Plasmid ist die Verlingerung des
3'-Endes der DNA mit einem der oben genannten 4 Des-
oxynukleotide notwendig. Ferner werden die 3'-Enden

des geschnittenen Plasmids mit dem komplement&ren
Desoxynukleotid verlédngert. Bei Zusammengabe der DNA
mit dem Plasmid erfolgt dann eine Basenpaarung zwischen

DNA und Plasmid. Dieses wieder zirkularisierte Molekiil

kann zur Transformation von Bakterien eingesetzt werden;
die noch nicht geschlossenen Bindungen werden durch ein
Enzymsystem im Bakterium kovalent verkniipft.

Beispielsweise kdnnen die 3'-Enden der cDNA mit dCMP-
Resten (Desoxicytosinmonophosphatreste) und das Plasmid
nit dGMP-Resten (Desoxiguanidinmonophdsphat-Reste) ver-
langert werden. Bei Verwendung dieser Desoxynukleotide
in der beschriebenen Weise und bei Offnung des Plasmids
durch das Restriktionsenzym Pst I wird nach Einbau der
fremden DNA eine Pst I-Spaltstelle an jeder Insertions-
stelle neu gebildet, so daR® nach Vermehrung des Plasmids
die insertierte DNA zur weiteren Untersuchung leicht .
wieder mit dem Restriktionsenzym Pst I herausgeschnitten
werden kann.

Der Niederschlag aus der Alkohol-F&@llung nach Abbau mit
S1 Nuklease wird in einer waﬁrigen L&sung (pH 6,7) aus
30 mM Tris, 1 mM CoCl,, 140 mM Kalium-Kacodylat,

150/uM dCTP, 100/ug autoklavierten Gelatinehydrolisats
und 0,1 M Dithioerythrit geldst. Zur Verfolgung der
Reaktion sollte 32P-mar'kier't.es dCTP verwendet werden.
Die Reaktion wird durch Zusatz von Terminaler Desoxynu-



——r

10

15

20

25

30°

35

0034306
-9 -

kleotldyl Transferase gestartet und fiir 10 Minuten bei
37°C durchgefiihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wird
die Probe in Eis gestellt und durch Radioaktivititsmes-
sung im mit Trichloressigsiure féllbaren Niederschlag
die Anzahl der eingebauten dCMP-Reste bestimmt. Bei der
Reaktion sollten etwa 10 % der urspriinglich vorhandenen
Nukleotide addiert worden sein; wenn.dies nicht der Fall
ist, kann durch Zusatz von weiterem §nzym die Reaktion
fortgesetzt werden. Falls eine zu groBe Anzahl von dCMP-
Resten addiert wurde, kann die entstandene Kette mit
Hilfe des Enzyms S1 Nuklease verkiirzt werden.

. Verfahren zur Integration von DNA in ein Plasmid

Ein geeignetes zirkuldres Plasmid, beispielsweise pBR
322, wird mit einer Restriktionsendonuklease geschnit-
ten, welche nur eine Sequenz auf dem Plasmid erkennt.
Glnstig ist es, wenn diese Spaltstelle hinter einem
starken oder induzierbaren Promotor liegt und/oder so

lokalisiert ist, daB eine Antibiotikaresistenz beein-
fluBt wird.

Das solchermafen linearisierte Plasmid wird dann an den.
3'-Enden um eines der vier Desoxynukleotide'verléngert.

Dies wird z. B. folgendermaBen durchgefiihrt:

30/ug Plasmid werden mit 50 Einheiten Pst I Restrik-
tionsendonuklease in Gegenwart von 50 mM NaCl, 6 mM
Tris, 6 mM MgCl,, 6 mM 2-Mercaptoathanol und 0,1 mg/ml
Gelatine fiir 40 Minuten bei 37°C und einem pH-Wert von
7,5 inkubiert. AnschlieBend wird mit Phenol und Kther
wie beschriebeneextrahiert und das geschnlttene Plasmid
mit Athanol in Gegenwart von 0,3 M Natriumacetat ge-
fallt. Die Verldngerung der 3'-Enden des Plasmids mit
dGTP (Desoxiguanidintriphosphat) erfolgt analog zu der
oben beschriebenen Verlidngerung der cDNA mit dCTP.
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Die verléngerte Plasmid-DNA wird dann in einer Losung
(pH 8,0) aus 0,1 M NaCl, 10 mM Tris und 1 mM EDTA mit
der verladngerten ds ¢DNA vermischt, fiir 2 Minuten auf
56°C erwidrmt, 2 Stunden bei 42°C inkubiert und dann
langsam auf Raumtemperatur ébgekﬁhlt. Die solchermaBen
erhaltene hybride DNA wird dann zur Transformation von
E. coli verwendet.

LY

. Klonierung des Hydridplasmids in E. coli

Die Bakterien, beispielsweise E. coli 711776; wurden
bei 37°C in 50 ml eines iiblichen Nihrmediums bis zu
einer optischen Dichte von AGOO = 0,5 - 0,6 wachsen ge-.
lassen, sedimentiert, einmal mit 10 mM Tris ph 7,5 ge-
waschen und dann in 40 ml einer L®sung aus 75 mM CaClZ,
5 mM MgCl2 und 5 mM Tris vom pH 8,0 resuspendiert und

20 Minuten in Eis inkubiert. Dann wurden die Zellen se-
dimentiert und in 2 ml1 75 mM CaCl,, 5 mM MgCl,, 5 mM
Tris pH 8,0 resuspendiert.

0,2 ﬁl dieser Bakteriensuspension wurden dann mit 0,1 ml
Hybrid-DNA-Ldsung vermischt und 45 Minuten auf Eis inku-
biert. Dann wurde fiir 90 Sekunden auf}HZOC erwdrmt und
anschliefend mit 0,2 ml Nihrmedium vermischt.

50/u1-75 /ul dieser Suspension wurden dann auf Tetracyc-
lin und Ampicillin enthaltende Agarplatten ausplattiert
und auf Antibiotikaresistenz selektioniert. |

Isolierung von StZmmen, die interferonenthaltende
Proteine produzieren

a) Immunologischer Nachweis

Mit Hilfe eines von Broome und Gilbert (Broome, S.
und Gilbert, E. PNAS 75, 2746, 1978) entwickelten
Testsystems wurden die Klone auf die Expression in-
terferonenthaltender Proteine untersucht. Klone, dié
interferonenthaltende Proteine exprimieren, werden
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durch die Bindung von radioaktivem Antik®rper an
diese Proteine mit nachfolgender Autoradiographie
dadurch erkenntlich, daR der Rontgenfilm an dieser
Stelle geschwdrzt wird. Dazu wurden bis zu 50 Klone
pro Nitrocellulosefilter fir 2 Tage bei 37°C
wachsen gelassen. Dann wurden die Filter auf einen
Agarblock gelegt, welcher 1 mg/ml Lysozym enthielt;
auf die Bakterienkolonie wurde eine mit Interferon-
antikorper beschichtete PVC-Folie aufgebracht, und
dann wurde fiir 2 - 3 Stunden bei 4°C inkubiert. Die
PVC-Folie wurde anschlieBend fiir 15 Stunden bei 4°C
in einer L6sung von 132Jod—markier~tem Interferon-
antikOrper inkubiert. Die spezifische Aktivit&dt der
L6sung war ca. 1 x 106 cpm/ml. Nach dem Waschen und

Trocknen der Folien wurden diese autoradiographiert.

b) Biologischer Nachweis

Die Klone wurden in 50 ml eines iiblichen NZhrmediums
bei 37°C liber Nacht geziichtet. Dann wurden die Bak-
terien sedimentiert, zweimal mit kalten 10 mM Tris
ph 8,0, 30 mM NaCl gewaschen und in 20 % Saccharose
in 30 mM Tris pH 8,0 1 mM EDTA resuspendiert. Es
wurde, dann bei Raumtemperatur fir 10 Minuten geschiit-.
telt, sedimentiert, in eiskaltem H,0 resuspendiert
und im Eisbad fiir 10 Minuten inkubiert. Die Bakterien
wurden dann sedimentiert und der Uberstand in an sich
bekannter Weise in einem Virusinbihitionstest auf

" den Gehalt an interferonhaltigem -Protein getestet.

. Gewinnung von Interferon-Protein

Die Klone, die in den verschiedenen Tests Interferonak-
tivitdt zeigen, werden in den iiblichen N&hrmedien ge-
ziichtet, die Bakterien werden abzentrifugiert und mit
waBrigen Puffern extrahiert. Die Extraktionsldsung
enthdlt das Interferonprotein.
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Patentanspriiche

Mikrobiologisch hergestelltes Polypeptid, das die
Aminosduresequenz des menschlichen Interferons gahz
oder teilweise enthilt. o '

Mikrobiologisch hergestelltes Polypeptid nach Anspruch 1,
das die Aminosduresequenz des menschlichen Fibroblasten-
Interferons ganz oder teilweise enthdlt. -

cDNA, die fiir Aminosduresequenzen des menschlichen
Interferons gemd@f8 Anspriichen 1 bis 2 codiert, herge-
stellt mittels mRNA aus menschlichen Fibroblasten-

" Zellen.

‘Plasmid, das _filir Aminosguresequenzen des menschlichen

Interferons gemd@B Anspriichen 1 bis 2 codiert, herge-
stellt aus der cDNA gemdB8 Anspruch 3 und einem Plasmid,

vorzugsweise dem Plasmid pBR 322.

Mikroorganismus, insbesondere E. coli, mit der
genetischen Information fiir die Biosynthese des Poly-
peptids von Anspriichen 1 bis 2.

Verfahren zur Herstellung des Polypeptids gem&B8 den
Anspriichen 1 bis 2, dadurch gekeniizeichnet, daB man die
genetische Information filir die Biosynthese des Poly-
peptids mittels Fibroblasten-mRNA gewinnt, das er-
haltene Gen in an sich bekannter Weise in Mikro-

- organismen einbringt und diejenigen Mikroorganismen

in an sich bekannter Weise herausselektioniert und
kultiviert, die dieses Polypeptid produzieren.
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Verfahren zur Herstellung von cDNA nach Anspruch 3,
dadurch gekennzeichnet, daB8 man aus Fibroblasten
RNA gewinnt, daraus die mRNA isoliert und mittels
dieser in an sich bekannter Weise cDNA herstellt.

Verfahren zur Herstellung des Plasmids von Anspruch 4,
dadurch gekennzeichnet, daB man ein Pfasmid, vorzugs-
weise den Plasmid pBR 322, mit der cDNA gemdB An-
spruch 3 kombiniert.

Verfahren zur Herstellung eines Mikroorganismus gemdB
Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB man einen
Mikroorganismus, vorzugsweise E. coli, mit einem
Plasmid gemd&B Anspruch 4 transformiert.

Verfahren zur Gewinnung von RNA, dadurch gekennzeichnet,
daf man ein Cdsiumchlorid-freies Lysat auf eine

widBrige konzentrierte Cdsiumchloridldsung aufschichtet,
zentrifugiert und die RNA gewinnt.

IS
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Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids, dadurch
gekennzeichnet, daB8 man einen Mikroorganismus, der
die genetischen Informationen fiir die Biosynthese des
Polypeptids mit der AminosHuresequenz des menschlichen
Interferons ganz oder teilweise enthilt, kultiﬁierf
und das von dem Mikroorganismus gebildete Polypeptid
isoliert. ' '

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,

da8 man einen Mikroorganismus, der die génetischen
Informationen fiir die Biosynthese des Polypeptids

mit der Aminos&ureseguenz des menschlichen Fibrocblasten-
Interferons ganz oder teilweise enthdlt, kultiviert

und das so erzeugte Polypeptid isoliert. .

‘. DY o LI &t

Verfahren zu; Herétellung des folypeptids gemdsB
Anspriichen 1-2, dadurch gekennzeichnet, daB man die
genetischen Informationen flir die Biosynthese des
Polypeptidg mittels Fibrcblasten-m RNA gewinnt, das
erhaltene Gen in an sich bekannter Weise in Mikro-
organismen eihbringt und diejenigen Mikroorganismen
herausselektioniert und kultiviert, die das Polypeptid
produzieren. '

Verfahren zur Herstellung von c¢DNA, die fiir Amino-
sduresequenzen des menschlichen Interferons codiert,
dadurch gekennzeichnet, daB man aus Fibroblasten RNA
gewinnt, daraus die mRNA isoliert und mittels dieser
in an sich bekannter Weise cDNA herstellt.

Verfahren zur Herstellung eines Plasmids, der fiir die
Aminos&duresequenz des menschlichen Interferons codiert,
dadurch qgekennzeichnet, daB man die nach Anspruch 4
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hergestellte cDNA mit einem Basmid, vorzugsweise dem
Plasmid pBR 322, kombiniert.

Verfahren zur Herstellung des gemdB Anspriichen 1 bis 2
eingesetzten Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet,
daB man einen Mikroorganismus, vorzugsweise E.coli

mit einem Plasmid, der gemd@B Anspruch 5 hergestellt
wurde, transformiert.

Verfahren zur Gewinnung von RNA, dadurch gekennzeichnet,
daB man ein Cdsiumchlorid-freies Lysat auf eine

widBrige konzentrierte Cédsiumchloridldsung aufschichtet,
zentrifugiert und die RNA gewinnt.
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